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論 文 内 容 要 旨
今日,分 子内に不斉中心を持っ薬物が数多く開発され,臨 床に提供 されている。これら分子不斉薬物は,
対掌体間で薬理作用のみな らず,体 内動態,代 謝などが相互に異なり,適 正な薬物療法を設定する上で薬
物自身のみな らず代謝物をも含めた体内動態一斉分析法の確立が強 く求められている。従来,こ うした 目
的には,ガ スクロマ トグラフィー,高 速液体クロマ トグラフィーなどのクロマ トグラフ法が広く利用され
ている。しかし,分 子内に複数の不斉中心を持つ薬物,あ るいは代謝過程において新たな不斉中心を生起
する薬物においては,生 体内という複雑なマ トリックス中にごくわずかしか存在 しないということと相
侯って,そ れ らの一斉分析は極めて困難な課題である。一方,抗 体は分子認識能に優れ,生 体由来の機能
性器材 として生体内生理活性物質,薬 物の追跡,定 量のみな らず,生 体試料の前処理 にも極めて有用であ
る。低分子化合物に対する抗体の特異性は,抗 体産生時に用いたハプテンーキャリヤー複合体の構造に依
存し,こ の特性を利用する時,薬 物およびその代謝物の簡便かつ効率的一斉抽出,す なわち群特異的イム
ノアフィニティー抽出が可能 となる。 こうした観点か らβ 一遮断薬ブフラロールを対象に取り上げ,薬 物
自身が持つ不斉中心を認識し,新 たに不斉中心を惹起する代謝部位に対 しては幅広い親和性を持つポリク
ロナールおよびモノクロナール抗体をデザイン,調 製し,こ れを固定化 して用いるR体,S体 各群のキラ
ル選択イムノアフィニティー抽出法を考案 した。ついで,高 速液体クロマ トグラフィーと組み合わせるハ
イブ リッド型測定方法を構築 した。
ブ フラロール および代謝物 対掌体 に対する群特 異的抗 体の調製
ブ フラ白一ル は1位 に不 斉中心 を持 ち,主 に1'位 が代謝 を受けオキ ソ体 に変換 され る。一方,抗 体 はキ ャ
リヤー蛋 白との結合 に用 いたハ プテ ン分子 上のブ リッジ導入 部部分 近傍 の認識が低 く,こ れ よ りよ り離れ
た部位 の構造 をよ く認識 する。そ こで,代 謝部位 で ある1'位 を介 してキ ャ リヤー蛋 白 と結 合 させた感作,
抗原 を調 製す ることと した。 すなわ ち,既 報 に準 じて合成 した(1R)一 および(1S)一1㌧ オキ ソブ フ.ラ
ロール を0一 カル ボキ シメ トキ シルア ミンと縮合 させ オキ シム に誘 導後,混 合酸 無水 物法 によ り牛血清 ア
ルブ ミン(BSA)と の複合体 に導 いた。これ を家兎 に免疫 し,6カ 月後 にポ リク ロナール抗体 を得た。本抗体
の特異性 をELISAに て検 定 した ところ,期 待 した通 り,抗11～ および1S抗 体 ともに不斉 中心 をよ く認識
し,そ れぞれ(11～)一 および(1S)一 ブプ ラロール とそ の代謝物 に対 して高 い親和性 を示す のに対 し,対 応
す るantipodesに は親和性 を持たず,群 特異的である ことが判明 した。
ポ リク ロナール 抗体 は,そ の性質が免疫動物 の固体差 に大 き く依存 し,同 一 品質を再 現性よ く入手す る
には限界 がある。 そ こで引き続きモ ノクローナル抗体 の調製 を試みた。先 に調製 した感 作抗原 をA/Jお
よびBALB/cマ ウス に繰 り返 し免疫 し,そ の細胞 をP3/NS1/1-Ag4-1ミ エ ローマ細胞 と融 合 し
た。つ いでHAT選 択 し,上 清 の抗体産 生能 のスク リーニ ング を経て強 い陽性反応 を示 したハ イブ リ ドー
マ を限界希 釈法 によ りクローニ ング し,(11～)一 および(1S)一 ブフラ ロール の特異抗体産 生種(BAI.B/c





キ ラル選択的イム ノア フィニテ ィー抽出用器材 の調製
クロマ トグ ラフ法 による生体内微量成分 の測 定 において,測 定を妨害する内因性 の爽雑 物 をあ らか じめ
除去す る前処理法が極めて重要であ る。近年,固 定化抗体 を用いる と極めて簡便 に高い選択性 で本 目的 を
達成す ることので きることが報告 されて いる。 したが って不斉 中心 を良 く認識する群特異的抗体 を用 いる
時,キ ラル選択 的イム ノアフィニテ ィー抽 出の可能 な ことが期待 される。 そ こで,先 に調製 した(11～)一
お よび(1S)一 ブ フラロール に対す るポ リクローナル抗体 の固定化 を試みた。各抗体(γ グ ロブ リン画分)
を活性エステル法 にてAffi-gel10と 縮合 させ た後,固 定化担体 上の遊離カルボキ シル基 をエタ ノールア ミ
ンにてブ ロックした。 固定化量 を測定 した と ころ,抗1Rお よび1S抗 体 それぞれ28.8,7.6mg/m1ゲ ル
であった。
次 に,0。5m1の 固定化抗体 を用 い,そ の特性 に検討 を加えた。先ず吸着 した測定対象物 の効 率的溶 出条
件 に吟味 を加えた ところ,メ タノール ー10mM酢 酸 ア ンモニアウム緩衝 液(pH5)(95:5,v/v)が 最
も適当で あ り,対 応す る測定対象物 を定量的 に回収でき ることが判 った。次 いで,固 定化 抗体 の吸着容量
を検 討 した ところ,そ れぞれの1位 不斉中心の構 造 に従 って対応するブ フラロール,お よび代謝物光学対
掌体0.5～1μgを 吸着す ることができ,生 体 試料 の前処 理用器 材 として十分であった。 それば か りか対応
す るantipodeを 吸着せず,1、R体,1S体 各群 に対す るキ ラル選択 的かつ群特 異的イム ノア フィニテ ィー
抽 出の可能な ことが判 明 した。
引き続 き,複 数の不 斉中心を持 つ薬物お よび代謝物光学対掌体 のハイブ リッ ド型一斉分 析法の構築 を目
指 し,生 体試料 への適 用 を試 みた。既知 量のブフ ラロールおよび代謝物光学対 掌体 を血清1n真1に 添加後,
固定化抗(1R)一 お よび(1S)一 ブフラロール抗体(0.5ml)を 充填 したカ ラムに順次通 導 し,'1MNaCI,
次 いで水 で洗浄 後,各 カ ラム ご とに先 の条件 にて測定対象物 を溶 出した。溶 出物 をカ ラム にUtronES-
OVM(5μm,150x4.6mm),移 動相 に0.3%酢 酸 ア ンモニ ウム(pH6.7)一 アセ トニ トリル(14:1か ら
2:1の 勾配溶 出,1m1/min),検 出波長248nmを 用い るHPLC分 析 に付 した ところ,1R体,1S体
毎 に1㌧ ヒ ドロキ シブフ ラロール,1'一 オキ ソブフラロール,ブ フラロール の順 に明確 に分離検 出され,し
か もクロマ トグ ラム上内因性 の爽雑物 による妨害 が全 く認 め られない ことが明 らか となった。以 上の結果,
不 斉 中心 を良 く認識 し,し か もそ の位置 よ り離れた部位 に変 換 を受 けた代謝物 に対 して幅広 い親和性 を持
つ抗体 を固定化 してイム ノアフ ィニテ ィー抽 出 に用 いる時,複 数の不斉 中心 を持 つ薬物お よび代 謝物の一
斉分析 に極 めて有用な ことが判明 した。これ らの結果 は,複 数の不斉中心 を持つ生理活性物質 とその同族体
の測定 に も広 く利用 する ことができよ う。.
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ブプ ロフェン蛋 白付加体の検索 を 目的とするエ ピ トープ特異抗体の調製
最近,カ ルボキ シル基 を持つ 生理活性物 質,薬 物 が第二相代謝反応 によ り極 めて活性 なエステル型のグル
クロニ ドに変換 され,こ れが 生体 内蛋 白 と容 易 に付加体 を与 える ことが明 らかに され,毒 性,ア レルギ ー発
症,さ らには発 が ん との 関係 か ら注 目されて い る。一 方,蛋 白の構造 解析 にMALDI-TOFMS,LC/ESI-
MSが 有 力な手法 として注 目されて いる。しか しな が ら分子量が大 き く,し か も修飾 された蛋 白では,酵 素
水解 によって 生成す るペプチ ド断片 が多種 に亘るため,修 飾位置 を特 定す る ことは極砕て困難で あ り,こ の
ため付 加体 生成時 にお けるキ ラル選択性 についてはなん ら明 らか にされて いない。そ こでイ ブプ ロフェン
を取 り上げ,キ ラル 中心 を認識す るエピ トー プ特異抗体 を調製 し,こ れ を固定化 して用 いる修飾 ペプチ ド断
片 の選択的な抽 出法 を構築 し,そ の有用性 に吟味 を加 えた。
イブ プ ロフ ェンはカル ボキ シル基 を介 して蛋 白と結合 してお り,こ のため不斉 中心 とともにイ ソブチル
フェニルグループ を特異的 に認識す る抗体 を調製す る必要が ある。そ こで,カ ル ボキシル基 にスペーサー を
導入 し,こ れ を介 してBSAと の複合体 に誘導す る こととした。依)一および(S)一 イ ブプ ロフ ェンを β 一ア
ラニ ンとの抱合体 に誘導後,BSA複 合体 に導いた。 これ を家兎 に免疫 し,6カ 月後 に満 足 しうる力価 を持
つ抗(S)一 イ ブプ ロフェンポ リク ロナール抗体 を得 た。ELISAに よ りそ の特異性 を検 討 した ところ,不 斉
中心 を良 く認識 し,antipodeに 対 しては親和 性 を示 さなか った。次 いで ブフラロール の場合 と同様Affi-
ge110に 固定化 し,固 定化 量10。5mg/mlゲ ルの固定化抗体 を調 製 した。 引き続き,生 理活性 ペプチ ドであ
るサブスタ ンスPを 例 に取 り上げ付加体 を調製 し,固 定化抗体 の有用性 に検討 を加 えた。す なわち,破)一 お
よび(5)一 イ ブプ ロフェンを ρ一ニ トロフェニルエステル に誘導後,サ ブ スタンスPと 縮合 させ た。 因み に
反応混 合物 をMALDI-TOFMS分 析 に付 した ところ,イ ブプ ロフェンはペ プチ ド上の1位 および3位 の遊
離ア ミノ基 を介 して結合 して いることが判 った。次 いで この修飾お よび非修飾 ペプチ ド混合物 を固定化抗
体 を充填 したカ ラム に通導 し,十 分水洗後,メ タ ノール ー10mM酢 酸 アンモニ ウム(pH5)(5:95,v
/v)で 溶 出 し,HPLC分 析 に付 した ところS一 イブ ロフェン付加体 のみが吸着,溶 出 され,こ うした修飾





























審 査 結 果 の 要 旨
本論文は,生 体由来の機能性器材である抗体の分子認識能に注目し,群 特異的抗体という新たな概念を
導入 して分子不斉薬物の一斉分析に有用なイムノアフィニティー抽出法を構築 し,そ の応用を試みたもの
である。
低分子化合物に対する抗体の分子認識能は,感 作抗原であるハプテーンーキャリヤー複合体の構造に大
きく依存 し,キ ャリヤー蛋白より遠い位置のハプテン分子の構造を良く認識する。そ こで,第 一章におい
てβ一遮断薬ブフラロールを取 り上げ,1R体,1S体,そ れぞれの代謝部位である1'位 にブ リッジを導
入 し,これを介 して牛血清アルブミンと結合させたハプテンーキャリアー複合体を調製し兎に免疫した。そ
の結果,得 られたポ リクローナル抗体は,1位 不斉中心を特異的に認識 し,しかも新たに不斉中止を生起し
た代謝産物である1'位 水酸化体およびオキソ体に対 しては薬物自身に対してと同様に高い親和性を持ち,
期待 どお り群特異的であることが判明 した。さらに,こ うした知見をもとに,モ ノク旦一ナル抗体を調製 し,
一定品質の抗体を大量かつ継続的に供給することを可能にした。





と生理作用との関係については,そ の構造証明が困難なことか らなんら検討が加えられていない。そ こで第
三章においては分子内にカルボキシル基を持ちエステルグルクロニ ドへ と代謝されるα一ア リールプロピ
オン酸系抗炎症薬イブプロフェンを取 り上げ,カ ルボキシル基にスペーサーを導入したハプテンをデザイ
ンし,キ ラル中心を高度に識別するエピ トープ特異抗体 を調製 した。次いでこれを固定化 し,サブスタンス
Pを 例 に,イ ブプロフェンとの付加体 のキ ラル選択的な分離抽 出法に吟味 を加え,本 手法 をMALDI-
TOFMSと 組み合わせるとき,蛋 白の限定加水分解により生成する修飾ペプチ ドフラグメン トの構造解析
に極めて有用な・ことを証明した。以上の研究成果により本論文を博士(薬 学)の 学位論文として合格と認め
る 。
㌃
一37一
